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OZET

Yiiksek Lisans Tezi
BAZI BEYAZ CURUKCUL FUNGUSLARIN ANTIOKSIDATIF SISTEMI
UZERINE KURSUNUN ETKiSI
Sadik SATILMIS

Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah

Danigman: Yrd. Dog. Dr. Ibrahim Hakki CIGERCI

Sucul veya karasal yolla cevreye afir metal, cevresel kirlilifin 6nemli bir yoniini
olusturmaktadir. Organizmalar muhtemelen ¢evrelerinde ksenobiyotik yada agir metal
gibi toksik kimyasallara maruz kalmaktadirlar. Canlilarin katalaz (CAT), glutatyon
rediiktaz (GR), glutatyon S-transferaz (GST) gibi enzimlerden olusan antioksidan
savunma sistemi bu ksenobiyotik ve toksik maddelerden korunabilmede de iglev
gbrmektedir. Bu enzimler hiicrede olusan oksidatif stresin gliglii belirtegleridir. Bu
calismada kursunun farkli konsantrasyonlanmin (20 ve 200 ppm) Phanerochaete
chrysosporium’un antioksidan sistemini farkh zaman aralhiklannda (30, 60, 360, 1440.
dk) nasil etkiledigi arastirildi. Bu stireler sonunda indiiktif eslesmis plazma optik
emisyon spektrometresi (ICP-OES) ile yapilan analiz sonuglan, Phanerochaete
chrysosporium’da biriken kursun miktarimin doza-bagiml oldugunu gostermistir. CAT,
GST, GR enzimlerinin aktivitelerindeki ve total GSH seviyelerindeki degisiklikler
zamana bagh olarak artis ve azalislar seklinde belirlendi. Aym zamanda beyaz ¢liriikeiil
funguslar Pleurotus sajor-caju, Pleurotus ostreatus ve Pleurotus flovida’ da kursunun
(0.001-0.1 mM) fungal gelisim {izerine etkileri arastinld.

2009, 46 sayfa

Anahtar kelimeler: Kursun, Antioksidan Enzimler, Beyaz Ciirlik¢il Funguslar.
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ABSTRACT

M. Sc. Thesis
EFFECTS of LEAD on ANTIOXIDATIVE SYSTEMS of SOME WHITE ROT
FUNGI
Sadik SATILMIS
Afyon Kocatepe University

Institutes of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Ibrahim Hakki CIGERCI

Heavy metals input into the environment, either terrestrial or aquatic, is an important
aspect of environmental pollution. Organisms are exposed to potentially toxic chemicals
such as xenobiotics or heavy metal in environment. Antioxidant protection system,
made up of some enzymes of the living organisms as catalase (CAT), glutathione
reductase (GR), glutathione S-transferase (GST), has function for protection from these
xenobiotic and toxic materials. These enzymes are the strong biomarkers of oxidative
stress formed in cell. In this study the effect of different concentrations of lead (Pb) (20
ppm and 200 ppm) on Phanerochaete chrysosporium’s antioxidant system was
investigated at different exposure time (30, 60, 360, 1440™ min). The results of
inductively coupled plasma optical emission spectrometry (ICP-OES) analysis indicated
that accumulation of lead in Phanerochaete chrysosporium was dose-dependent.
Changes on CAT, GST, GR enzyme activities and in total level of GSH were
determined as increasing and decreasing related on exposure time. At the same time the
effect of Pb (0.001-0.1 mM) on fungal growth was investigated in the white rot fungi

Pleurotus sajor-caju, Pleurotus ostreatus and Pleurotus florida.

2009, 46 pages

Key Words: Lead, Antioxidan Enzymes, White Rot Fungi.
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1.GIRIS

1.1. Cahsmanm Amact ve Onemi

Kimya endiistrisinin ¢ok hizli gelisiyor olmasi, tanm alaninda, endiistride ve giinliik
yasantimizin onemli bir bolimiinde kimyasal madde kullammmn: arttirmigtir. Dogrudan
maruz kalma veya canlilar tarafindan kullanilmasi sonucunda c¢evreye yayilarak; canh
sistemlere, sucul ve karasal ekosistemlere zarar verebilen kimyasal maddelerin pek
cogunun canlilar iizerindeki etkileri tam olarak agiklanamamistir. Kimya alanindaki
yenilikler, kullamma yeni maddeler sunmaktadir. Bu maddelerin ayrintili olarak toksik
etkilerinin, kanserojenik ve mutajenik potansiyellerinin arastinlmasi, ¢evre ve insan

saglig1 i¢in son derece dnemlidir (Chadzynski 1986).

Diinya ntifusunun hizli artisi, yer darlign ve besin kitliina sebebiyet vermektedir.
Dolayisiyla yesil alanlarin yok edilmesi, enetji yetersizligi, diizensiz kentlesme gibi
birgok sorun da kagimilmaz hale gelmistir. Teknolojinin insanlan sasirtan ilerlemesi ve
giinlitk hayatirmzin her alaninda yer almas:, niifusa bagh olarak tiiketimin artmasi gevre
kirliligini daha 6nemli hale getirmistir. Agir metallerin ve metal bilegiklerinin ¢evre igin
onemli kirletici olmalan; agir metallerin insanlar bagta olmak f{izere tiim canlilarin
sagh@ ve biyokimyas: tizerindeki etkilerinin aragtirilmast konusu son yillarda bilim

dinyasinda en fazla ilgi ¢eken konular arasinda yerini almigtir.

Pb, Cd, Cu gibi agir metaller ve pestisitler gibi ¢evre kirleticileri oksidatif stresle iligkili
olarak pek ¢ok orpanizma igin toksik etki gosterebilir. Aym zamanda bu g¢evresel
kirleticiler oksidatif stres sonucu reaktif oksijen ftiirlerinin {iretimine de neden
olmaktadir. Aerobik organizmalar reaktif oksijen ftiirlerini vzaklastiran antioksidan
savunma sistemlerine sahiptirler. Bu maddelere direkt ya da dolayl yoldan maruz kalan
organizmalarda bu sistemin verdigi antioksidan cevabin tam olarak anlasiimasi bu gevre
kirleticilerinin ekosistemde olusturabilecekleri risklerin daha iyl anlasiimasin
saglayacaktir. Maruz kalma sonucu canli hiicrelerde antioksidan sistem ve protein gibi

molekiiller ¢esitli sekilde etkilenebilmektedir. Normalde hiicrede reaktif oksijen tiirleri




ve antioksidan savunma arasinda bir denge stz konusudur. Ancak oksidatif stresin
artmas1 sonucu antioksidan sistemdeki enzimlerde indiiksiyonlar veya inhibisyonlar

meydana gelmektedir (Ott et al. 2002).

Kursun, biyolojik sistemlerin her ortamda karsilagabildikleri, metabolik islevi olmayan
eser bir elemenitir. Bu metal kablo, lehim ve boya iiretiminin yam sira akil imalat ile
¢ini ve seramik yapiminda da yaygin olarak kullamlmaktadir. Genellikle kolay ¢dziinen
kursun bilesiklerinin toksisitesi daha yiiksektir. Buna gore kursun nitrat, kursun klorir,
kursun asetat, kursun oksit, kursun siilfiir ve kursun fosfat bilesiklerinin toksik etkileri

coktan aza dogru siralanabilir (Cigerci 2003).

Dogada serbest ya da bilesik halde bulunabilen ve giliniimiiz endiistrisinde sik¢a
kullanilan kursun, dnemli agir metaller arasinda sayilmakta, insan ve hayvanlarda

zehirlenmeye neden olmaktadir. (Karatas ve Kalay 2002).

Giiniimiizde, atik sularin agir metallerden artiminda konvansiyonel fiziksel - kimyasal
antim yontemleri yerine; ekomomik, lhizli sonu¢ verebilen ve uygulamasi kolay
biyolojik yéntemler de kullanilmaktadir. Bu durum, bilimsel arastirmalarin yoniinii de

belirlemektedir.

Maya ve mantarlarla yapilan biyosorbsiyon c¢aligmalari, bu mikroorganizmalann agir
metalleri uzaklastirma ve metal biriktirme yetenekleri dikkate almarak, daha verimli
goriilmiistiir. Bununla ilgili yapilan son ¢aligmalar; lignini pargalayarak karbon
déngtisiine destek saglayan, endiistriyel ve tarimsal atiklari canl sistemler igin tekrar
kullamlabilir hale getiren Basidiomycetes sinfi mantar tiirlerinin bu amag i¢in oldukga

uygun olabilecegini gbstermistir (Saglam ve Cihangir 1995).

Hem c¢evresel hem de kimyasal ajanlara maruz kalan canlilarin hiicrelerinde; bu
ajanlarin, radikal olugumlan ve reaksiyonlarim arttirmasi ile reaktif oksijen tiirleri

oksidatif strese neden olmaktadirlar. Ozellikle reaktif oksijen tiirleri DNA, RNA,




lipoproteinler gibi biyolojik makromolekiillerle kolaylikla etkilesebilmektedir (Karatas
ve Kalay 2002).

Memelilerde, ksenobiyotiklerin ve serbest radikallerin detoksifikasyonuyla ilgili
¢alismalar genis Slgiide yapiimasina ragmen; prokaryot ve funguslarda bu sistem genis
olarak ele alinmamistr. Bakteriler ve funguslarda bu enzim sistemleri hakkinda bilgi
heniiz istenilen diizeye ulagsmamigtir. Dolayisiyla bu enzimlerin aktivitelerinin ve
glutatyonun (GSH) beyaz c¢iiriik¢iil funguslarda da belirlenmesi, ¢alismamizin temel
amaglan arasindadir. Bu amag igin, dnemli bir ¢evre kirleticisi olan kursunun; baz
beyaz ¢iiriikgiil funguslarda antioksidan enzimleri ve GSH miktarindaki degigimler

belirlenmis ve funguslann antioksidan cevaplan arastirilmistir.




2. GENEL BiLGILER
2.1 Agir Metaller

2.1.1 Agir Metallerin Genel Ozellikleri

Metaller fizikokimyasal ozelliklerine ve yer kabugu katmanlarinda yerlesmelerine gire
hafif metaller, agir metaller, zor ertyen metaller, nadir toprak metalleri ve radyoaktif

metaller olarak gruplandinlirlar (Pagayev 2005).

Atomik yogunlugu 7 gr/em®’den biiyiik olan metal ve metaloitler igin kullanilan genel
terim adir metaldir. Agir metal terimi genel olarak kadmiyum (Cd), krom (Cr), bakir
(Cu), civa (Hg), nikel (Ni), kursun (Pb) ve ¢inko (Zn) gibi kirlilik ve toksisite ile iligkili
elementler i¢in kullanilit. Afir metaller normalde, kayalarin ve maden cevherlerinin
biinyesinde bulundugu igin, tfoprak, sular ve sedimentler ile buralarda yasayan

organizmalarda da bulunmas: dogaldir (Alloway and Ayres 1993).

Bazi apir metaller bitki beslenmesi igin ne kadar Onemli de olsa yiiksek
konsantrasyonlarda fitotoksiktirler. Bunlar bakir (Cu), demir (Fe), mangan (Mn),
molibden (Mo), ¢inko (Zn), kobalt (Co) ve nikel (Ni)’dir. Bununla birlikte kursun (Pb),
krom (Cr), civa (Hg) ve kadmiyum (Cd) gibi agir metaller de gesitli yollardan tanmsal
ekosisteme girerler. Bunlarin  bitki blinyesinde bulunmalan  derigimlerine,

¢dzlinebilirliliklerine ve bitkinin cinsine baghidir (Bergmann 1992).

Camurlarda ve atik sularda rastlanan agir metallerin baghca kaynag: endiistriyel ve ticari
calismalar oldugu halde evsel atiklarda da 6nemli miktarda agir metal bulunur. Pb, Cu,
Ni, Zn ve Cd endiistriden gelen Snemli metallerdir. Buradaki sorun bu metallerin besin
zincirine girme ve kullanma suyuna karigma olasihgidir (Dinges 1982, Jamil et al.
1987).




2.1.2 Agir Metallerin Biyokimyasal Ozellikleri

Agir metaller grubundaki baz1 elementler canli organizmalarin ¢ogu icin eser miktarda
da olsa gereklidir. Siiphesiz gerekli olan bu metallerin eksikliginde canlilar zarar goriir,
Hem bitki hem de hayvanlar igin ¢inko, demir, mangan ve bakir gerekli iken bunlara ek
olarak yalmiz hayvanlar i¢in kobalt, krom selenyum iyot ve yalmz bitkiler i¢in bor ve
molibden gereklidir. Biyokimyasal iglevleri bilinmeyen, canlilar igin birinci derecede
Snemli olmayan fakat toksik olan elementler de vardir. Bunlar arsenik, kadmiyum,
kursun, antimon, titanyum ve uranyum’dur. Bunlar organizmalarin toleransmi agan
konsantrasyonlarda toksisiteye neden olmaktadirlar. Biyokimyasal diizeyde bu
metallerin asin konsantrasyonlarinin neden oldugu olumsuz etkiler Adenozin Trifosfat
(ATP) ve Adenozin Monofosfat (ADP)Y nin fosfat gruplanyla olan reaksiyonlar, hiicre
membranlanimn zarar gérmesi, siilfidril gruplaniyla (SH) olan reaksiyonlar, esas
iyonlann yerine gegmesi ve esas metabolitlerle rekabet etmesidir. Organizmalar sahip
olduklart homeostatik mekanizmalarniyla ¢ofu elementin alinmasinda ortaya ¢ikan bu

diizensizlikleri tolere edebilirler (Alloway and Ayres 1993).

Toksik etkili agir metallere dayanikli olan bir canhi ya hiicreye giren agir metalleri
derhal detoksifiye etmeli ya da hiicreye alimmm simrl tutmalidir (Cumming and
Taylor 1990).

2.2 Kursun

2.2.1 Kursunun Fiziksel-Kimyasal Ozellikleri ve Dogadaki Dagilim

Kursun, periyodik cetvelin 4A gurubunda bulunan, biyolojik sistemlerin her ortamda
karsilasabildikleri, metabolik islevi olmayan bir eser elementtir. Diisitk erime noktasmna
(327 °C) sahip olan kursun, yumusak ve islenebilen bir metaldir. Dogada daha ¢ok,
kursun siilfir formunda veya demir, bakir, ¢inko, antimon ve giimiis metallerinin
bulunduklar: cevherler igerisinde bulupur. Kurgun kolayca farklh formlara
donigtiriilebilir ve diger metallerle tepkimeye girebilir (Kitman 2000). Onemli bir agir
metal olan kursun; ¢evresel kirletici potansiyelinden dolayr giinlimiizde biiyiik bir énem

kazanmustir (Chaney and Ryan 1994).




Kursun, insanlar tarafindan binlerce yildan beri kullamilmakta, diinyadaki biitiin
sanayilesmis tilkelerin ekonomisinde biliyiik rol oynamaktadir. Kursun rafinerisi,
madencilik ve kursunun tasfiye edilmesi iglemleri; kursuna dayalz iiriinlerin iiretimi ve
kullamim: ¢evreye kursun salimmim arttirmaktadir. Boylece kurgun &ncelikle sucul

sistemlere ve hava i¢ine toz seklinde karigmaktadir (Grandjean 1975).

Kursunun ¢evreye verilmesini kisitlamak igin birgok iitkede diizenleyici onlemler
alinmig olmasina ragmen, kursun tiim diinyada g¢evre ve insanlar i¢in en Snemli

tehditlerden birisi olmaya devam etmektedir (Chaney and Ryan 1994).

2.2.2 Kursun Kirliligi

Kursun; kablo, lehim ve boya iiretiminin yam: sira akii imalat: ile ¢ini ve seramik
yapiminda; ¢elik ve demirlerin korozyona kargt korunmasi i¢in yapilan yagh boyalarda,
patlayicilarda, sa¢ boyalanmin yapmminda ve ipege afirlik vermede kullanilirken,
kursumm baz formlan da zirai miicadelede ve fotografeilikta kullamlmaktadir (Vural
1984).

Kursunun biyolojik sistemlerdeki zararhi etkileri, global dagilim incelendiginde, en
tehlikeli cevresel toksikant oldugu goriilmigtiir. Kursunun ver kabugundaki
konsantrasyonu 16 ug/g’dir, endiistriyel aktiviteler sonucunda toprak zemindeki miktan
5000 pg/g, suda 10 pg/L ve havadaki miktar1 10 pg/m’*iin iizerine ¢ikabilmektedir.
Kursun ile ilgili ekotoksikolojik c¢aligmalar, zararh etkiler, internal dozlar ve ara
yollardaki etkilesimi agiklama ve kursunun saghk agisindan etkileri iizerinde

yogunlagmistir (Pang 1995).

Sanayi kaynakli kursundan ve ozellikle benzindeki kursundan ortaya ¢ikan kirlilik
biitlin atmosfere ve oradan da okyanusa kadar uzanmaktadir. Bugiin biiyiik sehirlerde
viicuda alinan kursunun esas kaynaklarindan birisini motorlu tasitlarin egzoz gazlan
olusturmaktadir. Kursun egzoz gazlan ile inorganik aerosol seklinde, ¢ok ince
partikiiller halinde havaya dagilmaktadir. Boylece giinde ortalama 0,5 mg kursun

viicuda alinmaktadir (Imre 1988).




Hellawell (1986)'1n  simiflandirmasina  gére kursun EEC (European Economic
Commuity)’nin gri listesine almarak, ¢evre ve su kirliliginde ¢ok &nemli bir toksik

madde olarak bildirilmistir (Hellawell 1986).

2.2.3 Kursun Caligmalan

Kursunun biyolojik makromolekiiller tizerinde olugturdugu oksidatif stres aragtiriimus,
kursuna maruz kalan dokularda lipit peroksidasyonunun arttif: ve antioksidan savunma

sisteminin azaldif1 gérilmiigtiir (Gurer ve Ercal 2000).

Kursuna maruz birakilan ratlarin beyin homojenatlarinda antioksidan enzimler
azalirken, lipit peroksidasyonunun (TBARS) arttig tespit edilmigtirdir (El-Sokkary et
al. 2003). Karacigerde de benzer bir durum Sandhir ve Gill tarafindan bulunmustur
(Sandhir and Gill 1995). Somashekaraiah ve ark., tavuk embriyolarinin karaciger,
mitokondri ve lizozom membranlarinda kursunun lipit peroksidasyonunu arttirdifim

gostermislerdir (Somashekaraiah et al.1992).

Kursunun, membran yapis1 ve fonksiyonlari tizerine olan etkilerinin aragtirilmasi i¢in en
cok eritrositler kullamlmustir. Eritrositler {izerine olan etkileri, kursuna bu hiicrelerin
yliksek afinite ile baglanmalan ve kan dolagimu esnasinda daha fazla maruz kalmalan

sonucu olugmaktadir (Levander 1977).

Eritrositlerin membranlarindaki ozmotik mekanik gegirgenlik, kursun toksikasyonunu
artirmakta; boylece deformite oram artmakta ve proteinlerin kompozisyonu ile
membrana bagl enzimlerin aktiviteleri de degismektedir. Kursun, reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) olusumunu arttiriken ve olugturdugu oksidatif stres sonucu membranlar

{izerinde direkt bozucu etkileri arttirmaktadir (Ercal ve Giirer 2001).

Kurgunun, E vitamini bakimindan yetersiz beslenen ratlarn eritrositlerinin
membranlarnnda peroksidasyon ile gekil bozukluguna neden oldugu ileri siiriilmiistiir,
Bazi1 ¢alismalarda kurgunun direkt olarak lipit peroksidasyonu olusturmadig:, dolayli

yolla bunu yaptifi ortaya g¢ikarlmistir. Agir metaller ve kursunun eritrositlerde




oksthemoglobin (oksiHb) ile etkilesimleri énemli muktarda siiperoksit radikali (02")

ortaya ¢ikarmakta ve buna bagh olarak oksidatif hasar olugmaktadir (Ribarov and
Benov 1981).

Mercimek (Lens culinaris Medik.) tohumlarinin ¢imlenmesi, fide bilylimesi ve yag-kuru
agirhk degisimleri tizerine klor tuzu halinde kullanilan kursunun etkileri aragtinlmustir.
Uygulanan kursunun gerek tohum ¢imienmesi, gerekse ¢cimlenme sonrasi asamada kok

uzamasini $nemli oranlarda engelledigi saptanmigtir (Kiran ve Munzuroglu 2004).

Farkli konsantrasyonlarda Pb(NO,) ’m, Zea mays, Brassica pekinensis Rupr. ve

Brassica juncea L. tohumlarinin ¢imlenmesi ile kok ve fide gelisimini engelleyip,
mitotik indeksi ve normal béliinen hiicre sayisim olumsuz etkileyerek, kok ile gévdenin

yag ve kuru agirliklarini azaltip, kloroza neden oldugu belirtilmistir (Jiang et al. 2600).

Kursun ve kadmiyum uygulanan Lemna minor bitkisinde katalaz (CAT) ile proteaz
aktivitesinin azaldigi, peroksidaz akfivitesinin artify ve protein miktarimn ise azaldig
bildirilmigtir (Chatterjee and Chatterjee 2000). Peroksidaz enzimi aktivitesinin artiginn
metal etkisiyle fenol, tiol, hidrojen peroksit gibi sekonder metabolitlerin olugmasiyla
(bitki senesensi) ilgili oldugu diistiniilmiistiir. CAT ve proteaz gibi enzimlerin aktif
bolgelerine metal iyonlarinin baglanarak enzimin aktivitesini engelledidi goritlmiistiir,
Bu agir metaller tarafindan azot metabolizmasinin engellendigi ve protein miktarimin

azaldig; ileri stirilmistiir (Chatterjee and Chatterjee 2000).

2.3 Beyaz Ciiriikciil Funguslar

Basidiomycetes simfina ait olan beyaz ¢lirlik¢lil mantarlar; lakkaz, Mn peroksidaz,
lignin peroksidaz ve Nikotinamid Adenin Diniikleotid (NADH) peroksidaz (NADH
oksidaz) gibi ekstraselliiler enzim iiretirler. Bu enzimler biyoteknolojik c¢aligsmalarda
yogun olarak kullamlmaktadir. Bagta boyar maddelerin uzaklastinlmas: olmak lizere
pek ¢ok biyoteknolojik galismalarda kullanilan Phanerochaete chrysosporium,
Pleurotus sajor-caju, Pleurotus ostreatus, Pleurotus florida tirleri Ornek olarak

venlebilir. Ilk ¢alismalarda Phaneroachaete chrysosporium iizerine yogunlasilmasina




ragmen diger tiirler de tekstil atik sularinin renk giderilmesinde ¢ok genis kullanim alan

bulmaktadir (Wesenberg and Bouchon 2002).

Beyaz ¢iriik¢iil mantarlarin ve bu mantarlardan saflagtinlan enzimlerin kullamldig;

biyoteknolojik ¢aligmalara pek ¢ok rnek vermek miimkiindiir. Bunlar;

1. Mikrobiyal protein kaynagi olarak kullanimi (Cardoso and Nicoli 1981).

2. Zeytinya@: fabrikas1 attk suyunun arttuminda/renginin giderilmesinde kullanimi
(Jaouani et al. 2006, Yesilada ve Bozcuk 1990).

3. Hormon tiretiminde kullaninm (Yesilada ve Bozcuk 1990).

4. Enzim iretiminde kullanimi (Rogalski et al. 1991).

5. Apir metallerin biyolojik adsorpsiyonunda kullanimi (Dhawale et al.1996,
Gabriel et al.1996).

6. Kagit ve kagit hamuru iireten endiistrilerde ligninin pargalanmasinda kullanim
(Kuhad et al. 1997).

7. Boyar maddelerin ve tekstil fabrikasi atik sulanmin renginin giderilmesinde
kullamimi (Nyanhongo et al. 2002, Swamy and Ramsay 1999).

8. Pestisid ve herbisidlerin biyolojik yikiminda kullamimi (Duran and Esposito
2000).

9. Nanobiyoteknoloji alaminda biosensor olarak kullanim: (Haghighi et al. 2003).

10. Son zamanlarda kozmetik ve dermotolojik {iriinlerin hazirlanmasinda
kullanim (Golz-Bemer et al. 2004).

11. Kagt, tekstil ve petrokimya endiistrilerinden alict ortama birakilan endiistriyel
atiklann toksisitesinin azaltilmasinda kullanim (Couto and Herrere 2006).

12. Anti-kanser ilaglanmn {retiminde katalizdr olarak kullammi (Couto and
Herrere 2006).

2.4 Serbest Oksijen Radikalleri
Bir veya daha fazla eslesmemis elekirona sahip, kisa 6mtirlii, kararsiz, molekiil agirlig

diisiik ve cok etkin molekiiller serbest radikaller olarak tanimlanir. Genel olarak serbest

radikal Uretimi, pato-mekanizmamn bir 6gesidir ve pek ¢ok ksenobiyotigin toksisitesi,




serbest radikal tretimi ile iligkilendirilebilir. Kursun ve kadmiyum gibi cevresel
kirleticilere uzun siire mesleki maruz kalma sonucunda oksidatif stres olusabilir ki bu,
biyolojik sistemlerdeki istenmeyen etki ve sonuglarin altinda yatan bir mekanizmadir
(Abdollahi et al. 2003, 2004). Basit olarak oksidatif sires, viicudun antioksidan
savunmasi ile hiicrelerin lipid tabakasinin peroksidasyonuna neden olan serbest radikal
{iretimi arasindaki dengesizlik olarak ifade edilebilir. Serbest radikallerin hidroksii,
stiperoksit, nitrik oksit ve lipid peroksit radikalleri gibi degisik kimyasal yapilar vardir
(Cochranc 1991). Canli sistemlerdeki en énemli serbest radikaller, oksijenden olusan
radikallerdir. Oksijen, stiperoksit grubuna bazi demir-kiikiirt igeren yiikseltgenme-
indirgenme enzimleri ve flavoproteinlerin etkisiyle indirgenir. Son derece etkin olan ve
hiicre hasarina yol agan siiperoksit grubu, bakirli bir enzim olan siiperoksit dismutaz
(SOD) araciliginda hidrojen peroksit (H,0,) ve oksijene ¢evrilir. Stiperoksit grubundan
daha zayif etkili olan H,0, dokularda bulunan CAT, peroksidaz ve glutatyon
peroksidaz {GPx) gibi enzimlerle su ve oksijen gibi daha zayif etkili iiriinlere

doniistiiriilerek etkisiz hale getirilir (Matés 2000).

Siiperoksit dismutazin etkinligini engelleyen dietilditiyokarbamat gibi maddeler,
stiperoksit gruplannin zararsiz hale getirilmesini smirlandinrken, lipid peroksidasyonu
hizlandmirlar. Aynca CAT 1 etkinliini engelleyen aminotriazol ve herbisidler gibi
maddeler de etkin oksijen gruplarina veya bu gruplan olusturan maddelere duyarlihifn
artirir (Kaya vd. 1998).

Serbest oksijen radikallerinin pek ¢ok hastaligin patogenezisinde etkili olduklari 6ne
stiritmektedir. Bu hastaliklara ornek olarak serbest oksijen radikallerinin ilag ve
toksinle olusan reaksiyonlan, kursun zehirlenmesi, aminoglikozit nefrotoksisitesi, afir
metal nefrotoksisitesi, karbon tetrakloriire bagl karaciger hasar, glomerulonefritis,
hepatitis B, iskemi ve reperfiizyon, vit E eksikligi, kanser, amfizem, hiperoksi,
bronkopulmoner displazi, arteroskleroz, pankreatitis ve romatoid artrit verilebilir (Cross
1987).
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2.4.1 Siiperoksit Radikali

Hemen hemen ttim aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin (O,) bir elektron alarak
indirgenmesi sonucu siiperoksit radikali olugabilecegi gibi indirgenmis gegis
metallerinin otooksidasyonu da siiperoksit radikalini meydana getirebilir. Siiperoksit

radikalinin hem oksitleyici hem de indirgeyici dzellige vardir.

Biyolojik sistemlerde onemli serbest radikallerin gogu oksijen kékenlidir. Bunlardan
stiperoksit radikali hem c¢evresel etkenler, hem de organizmalardaki enzimatik ve
enzimatik olmayan tepkimelerle en ¢ok ve en kolay olusan oksijen radikalidir.
Canlilarda diger radikallerin olugumu ¢ogunlukla stiperoksit radikallerinin birikmesine
baglidir. Bu radikaller binktikten sonra, bir seri zincirleme radikalik tepkimeler sonucu

diger radikaller meydana gelir (Halliwell 1989).

Serbest radikaller potansiyel olarak toksiktirler ve organizmalar serbest radikallerin
toksisitesini etkisiz hale getirmek amaciyla savunma sistemlerine sahiptirler. Bu ise
kisaca “antioksidanlar” seklinde tamimlamir. Bu isleyigin radikaller lehine bozulmasi

durumunda patolojik durumlar kendini gdstermeye baglar (Lohr 1991).

Bu antioksidanlardan stiperoksit dismutaz (SOD); peroksidazlar ve CAT ile takim
halinde calisirlar. Stiperoksit dismutaz (SOD), siiperoksit radikalinin H,0,’ye
doniislimiinti; peroksidazlar ve CAT ise hidrojen peroksitin (H;0;) su ve oksijene
indirgenmesini saglarlar (Halliwell 1989). CAT ve Gluiatyon Peroksidaz (GPx)

enzimleri stiperoksit radikali tarafindan inaktive edilmektedir (Kiling 1985).

Stiperoksit  dismutaz, stiperoksit radikalimi ortadan kaldwarak bu enzimleri
korumaktadir. CAT ve GPx de H;O;’e detoksifiye ederek, SOD’u H,0;’nin inaktive
edici etkisinden kurtarmaktadir (Zhow and Kang 2000). Serbest radikaller ve ¢esitli
hastaliklarda serbest radikallerin roldi son yillarda tizerinde durulan Snemli ¢alisma

konuiarindan biri haline gelmistir.
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2.4.2 Hidroksil Radikali

Suyun yiiksek enerjili iyonize edici radyasyona maruz birakiimasi sonucunda ve ayrica
hidrojen peroksitten Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss reaksiyonu neticesinde
hidroksil radikali olusmaktadir. Hidroksil radikali son derece reaktif bir oksidan radikal
olup yarilanma omrii oldukga kisadir. Hidroksil radikali olasihikla reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) en giligliisiidiir. Olustugu yerde tiyoller ve yag asitleri gibi gesitli
molekiillerden bir proton kopararak tiyol radikalleri, karbon merkezli organik radikaller,
organik peroksitler gibi yeni radikallerin olugmasina ve sonugta biiyiik hasara sebebiyet

verirler (Kihing ve Kiling 2002).

Haber- Weisson Reaksiyonu

Fe(Il) + Oy —» Fe(Il) + O,

Fe(Ill) + HyO, _, Fe(Ill) + OH + OH'

2.4.3 Singlet Oksijen

Oksijenin paylasilmamis dig elektronlart enerji absorbsiyonu ile bulundugu diizeyi
degistirebilir. Oksijenin bu gekilde uyarilmig durumunda dig iki elektron ayrn ayn veya
ayni orbital tizerinde bulunabilirler. Oksijenin uyarilmig bu iki formuna singlet oksijen
denir.  Singlet oksijenin delta ve sigma formlar vardir. Singlet oksijenin delta
formunda, iki elektron aym orbitallerde bulunur, bulunduklan diizeyler birbirine zit ve
diger orbital bogken; singlet oksijenin sigma formunda ise iki elekiron ayn
orbitallerdedir ve bulunduklan dizeyler birbirine zittir. Singlet oksijen baglica su

mekanizmalarla canli sistemlerde kendini gosterebilir (Kaling 1985).

1) Pigmentlerin ( Ornegin; flavin iceren nikleotidler, retinal, bilirubin) oksijenli
ortamda 15181 absorplamasiyla,
2) Hidroperoksitlerin metal varh@inda yikim tepkimelerinde

3) Kendiliginden dismiitasyon tepkimeleri sirasinda
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4) Prostoglandin endoperoksit sentaz ve bazi sitokrom p450 tepkimelerinde olugabilir.

Singlet oksijen diger molekiillerle etkilestifinde ya kovalent bagh bilesikler olusturur
veya igerdigi enerjiyi bagka atom ya da molekiile aktarir. Ozellikle karbon-karbon gift

baglar: singlet oksijenin tepkimeye girdigi 6nemli baglardir (Kiling ve Kaling 2002).

2.4.4 Hidrojen Peroksit

Hidrojen peroksit (H,0,), stiperoksidin gevresindeki molekillerden bir elektron almasi

veya molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi durumunda
peroksitin iki proton ile birlesmesi sonucu meydana gelir. Biyolojik sistemlerde
hidrojen peroksidin asil iiretimi, siiperoksidin dismutasyonu ile olur. Iki siiperoksit
molekiili, siiperoksidin dismutasyonu reaksiyonunda iki proton alarak hidrojen peroksit
ve molekiller oksijeni meydana getirirler. Bu reaksiyon, radikal olmayan {iriinler
meydana geldiginden dismutasyon reaksiyonu olarak adlandirilir; ya kendilifinden
gerceklesir ya da sliperoksit dismutaz (SOD) enzimince katalizlenir. Kendiliginden
gergeklesen dismutasyon pH 4,8'de en hizli olurken, enzimatik dismutasyon ise
kendiliginden gerceklesen dismutasyonun nisbeten yavag oldufu nétral ya da alkali

pH’da daha belirgin olarak kendini gosterir (Dawn et al.1996).

Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadif: halde reaktif oksijen tiirleri (ROS)
kapsamina girer ve serbest radikal biyokimyasinda énemli bir rol oynar. Ciinkti demir
iyonlar: veya diger gecis metallerinin varhifinda Fenton reaksiyonu sonucu, siiperoksit
radikalinin varhgida Haber-Weiss reaksiyonu sonucu en reaktif ve zarar verici serbest

oksijen radikali olan hidroksil radikalini olugturur (Akkug 1995).

2.4.5 Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikaller, hiicrelerde DNA, lipid, protein, karbonhidrat ve enzim gibi tim
onemli organik bilesiklere etki ederler. Serbest radikallerin etkilerine karsi en hassas

olan biyomolekiiller lipidlerdir. Hiicre membranlarindaki kolesterol ve yag asitlerinin
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doymamis baglan, serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon
tiriinleri olustururlar. Coklu doymamis yag asitlerinin oksidatif yikimu lipid
peroksidasyonu olarak bilinir. Lipid peroksidasyonu kendi kendini devam ettiren zincir
reaksiyonu seklinde ilerler ve olduk¢a zararhdir. Hilcre membranlannda lipid serbest
radikalleri ve lipid peroksit radikallerinin olugmasi, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
neden oldugu hiicre hasariin dnemli bir 6zelligi olarak kabul edilir. Serbest radikallerin
sebep oldugu lipid peroksidasyonu "enzimatik olmayan lipid peroksidasyonu” olarak

tanimlamr.

Hiicre membranlarinda bulunan ¢oklu doymanmus yag asitleri, lipid peroksidasyonuné
ugrayan baglica yag asitleridir. Lipid peroksidasyonu genellikle yag asitlerindeki
konjuge ¢ift baglardan bir elektron igeren hidrojen atomlannn ¢ikanlmasi ve bunun
sonucunda yag asidi zincirinin bir lipid radikali niteligi kazanmasiyla baglar. Lipid
peroksidasyonu sonucu meydana gelen lipid peroksitlerinin (LOOH) yikilmasi igin
gecis metalleri iyon katalizi gerekmektedir. Plazma membran ve subselliiler organel
lipid peroksidasyonu serbest radikal kaynaklarmin hepsiyle uyanlabilir ve gegis

metallerinin varh@mnda artar. Lokal olarak hidrojen peroksitten (H,0,) Fenton

reaksiyonu sonucu hidroksil radikali olugmasi zincir reaksiyonunu baglatabilir. Lipid
peroksitleri (LOOH) yikildiginda ¢ogu biyolojik olarak aktif olan aldehitler olugur. Bu
bilesikler ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler veya baslangigtaki etki alanlarindan

difiize olup hiicrenin diger boliimlerine de meveut hasar: yayarlar.

Ug veya daha fazla ¢ift bag iceren ya asitlerinin peroksidasyonunda malondialdehit
(MDA) meydana gelir. MDA kanda ve idrarda ortaya ¢ikar, yag asidi oksidasyonunun
spesifik ya da kantitatif bir indikatorii olmamakia beraber lipid peroksidasyonunun
derecesiyle iyi korelasyon gésterir. Bu nedenle biyolojik materyalde MDA blgtilmesi
lipid peroksit seviyelerinin indikatérti olarak kullamilir. Enzimatik olmayan lipid
peroksidasyonu gok zararli bir zincir reaksiyonudur. Direkt olarak membran yapisina ve
iirettigi reaktif aldehitlerle, dolayli olarak da diger hiicre bilesenlerine zarar verirken

doku hasarina ve pek ¢ok hastalifa da neden olmaktadir (Tietz 1995).
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Coklu doymanus yag asitlerine gore proteinler, serbest radikallere karst daha az
hassastirlar. Proteinlerin serbest radikal zararlarindan etkilenme derecesi amino asit
dizilisleri ile iliskilidir. Triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metiyonin, sistein gibi
doymams bag ve kiikiirt iceren amino asitlere sahip proteinler serbest radikallerden
kolaylikla etkilenirlerken; etkilenme sonucunda zellikle silfiir radikalleri ve karbon
merkezli organik radikalleri meydana getirir. Serbest radikallerin etkileri sonucunda,
immiinoglobiilin G (IgG) ve albiimin gibi yapilarinda fazla sayida disiilfit bagi bulunan
proteinlerin tersiyer yapilart bozulur ve normal fonksiyonlarini gergeklestiremezler.
Reaktif oksijen tiirleri (ROS) fiireten reaksiyonlara maruz kalan prolin ve lizin
aminoasitieri nonenzimatik hidroksilasyona ugrayabilirler. Hemoglobin de serbest
radikallerin etkilerinden ©nemli oranda zarar goriir. Ozellikle oksihemoglobinin

stiperoksit radikali veya hidrojen peroksitle (H,0,) reaksiyonu methemoglobin

olusumunu gerceklestirir (Burtis and Ashwood 1999).

Serbest radikallerin DNA {izerinde yaptiklan hasar olduk¢a 6nemlidir. Serbest radikaller
DNA’nin baz dizileri ile reaksiyona girerek DNA dizininde hasarlar meydana getirir ve
bu hiicrelerin kanser hiicrelerine doniigmesini saglamaktadir (Kaynak 2002). Yine
serbest radikaller niikleik asitlere etki ederek temel yapidaki ¢ift sarmalin kiriimasina,
sarmala yeni baz ve seker gruplannin eklenmesine ve molekiiller arasinda ¢apraz

baglarin kurulmasina neden olabilmektedir.

Hidroksil radikali, deoksiriboz sekeri ve bazlarla kolayca reaksiyona girerek bir seri
degisikliklere yol agmaktadir. DNA iizerine atakta bulunan hidroksil radikallerinin bir
{iriinii olan 8-hidroksi guanozinin varlifl insanda DNA hasarin bir belirtisidir. H,O,
ise membrandan kolayca ge¢ip hiicre ¢ekirdegine ulasarak, burada DNA hasarina, hiicre

fonksiyon bozukluguna ve hatta hiicre 6liimiine bile neden olabilir.

Karbonhidratlar {izerinde de serbest radikallerin onemli etkileri vardir. Otooksidasyon
sonucu monosakkaritlerden; hidrojen peroksit, peroksitler ve okzoaldehitler meydana
gelir. Okzoaldehitlerin DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme ve aralarinda ¢apraz
baglar olusturma ozelligi vardir. Bu 6zelliklerinden dolay: antimitotik etki gsterirler.

Boylece yaglanma olaylarinda ve kanserlesmede rol oynarlar (Akkus 1995).
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2.5 Oksidatif Stres ve Antioksidan Savunma

Serbest radikaller ile antioksidanlar arasinda ¢ok hassas bir denge mevcuttur. Bu
dengede meydana gelebilecek diizensizlikler veya hiicreye zarar veren reaktif oksijen

tiirlerinin birikimi, oksidatif stres olarak ifade edilir.

Hiicre igi reaktif oksijen tiirleri fireten cok sayida bilesik ve gevresel ajanlar, aktif
oksijen konsantrasyonunun hiicrenin savunma kapasitesini agan bir seviyeye ulagmasi

durumunda oksidatif stres olugur (Cabiscol et al. 2000).

Normal olarak g¢aligan bir metaboiizmadé mitokondriyel sitokrom sistemi, sitozoldaki
organelleri oksidanlarin zararli etkilerinden korumaktadir. Bu sistemin yetersiz kaldig
durumlarda dogal enzimler devreye girmektedir. Enzimlerce etkisiz hale getirilemeyen
oksidanlar ilk olarak hiicre membramindaki lipidleri etkileyerek “lipid
peroksidasyonu”nu baglatmaktadir. Membranlarda bulunan ¢oklu doymamis yag
asitlerinin (PUFA) serbest oksijen radikalleri tarafindan peroksitler, alkoller, aldehitler
gibi gesitli tirlinlere yikilmasi reaksiyonu lipid peroksidasyonu olarak adlanduilir ve
sonugta ortaya ¢ikan biyo-aktif aldehitler hiicre hasarnna neden olmaktadir. Yeterli
seviyede vit-E ve vit-C gibi antioksidan vitaminlerin bulundugu durumlarda lipid
peroksidasyonun olugmasi halinde bile bu tip hiicresel hasarlarin  Oniine

gecilebilmektedir (Benzer ve Ozan 2003).

Cesitli mekanizmalar sonucu ortaya ¢ikan serbest radikallere karsi viicutta dogal bir
savunma mekanizmasi bulunur. Bu savunma mekanizmasin: olugturan bilesiklere
“antioksidanlar” adi verilir. Antioksidanlar dogal antioksidanlar ve ilaglar olmak tzere

iki grupta toplanabilir.

Dogal antioksidanlar arasinda enzimler (superoksit dismutaz, katalaz-, glutatyon
peroksidaz,  glutatyon  rediiktaz,  sitokrom-C-oksidaz,  hidroksiperoksidaz},
makromolekiiller (seruloplazmin, transferrin, ferritin, myoglobin, haptoglobilin} ve

mikromolekiiller (P-karoten, A-vitamini, C-vitamini, E-vitamini, tokoferoller, thiol
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icerenler, GSH, N-asetil sistein, metionin, kaptopril, ubiguinon) sayilabilir (Hilmi

1994).

Antioksidanlarin, oksidanlan etkisiz hale getirmesinin baglica yollar: sunlardar:

1. Supiimme etkisi (Scavenging): Oksidanlar1 daha zayif yeni bir molekiile doniigtiirerek
etkisizlestirir. Antioksidan enzimler ve mikromolekiiller bu yolla etki eder.

2. Sondirme etkisi (Quenching): Oksidanlara bir hidrojen aktararak inaktive etmesine
denir. Vitaminler, flavanoidler, timetazidin ve mannitol bu sekide etki eder.

3. Zincir reaksiyonlanm kirma etkisi (Chain Breaking): Hemoglobin, seriiloplazmin ve
agir mineraller oksidanlari kendilerine baglar ve inaktive eder.

4. Onarma etkisi (Repair): Oksidatif hasar gormiis biyomolekiilii onarirar.

2.6 Antioksidan Enzimler

2.6.1 Katalaz (CAT, EC 1.11.1.6)

CAT, yapmsinda dort tane hem gurubu bulunduran bir hemoproteindir. Her alt birim
ayrica bir molekill okside nikotinamid adnenin difofat (NADPH) igerir. NADPH
molekiilii enzimin kararll olmasinda 6nemli gorev istlenmektedir. CAT, sitokrom

sistemi igeren, oksijenli solunum yapan tiim hiicrelerde mevcuttur.

CAT esas olarak peroksizomlarda olmak iizere endoplazmik retikulum ve sitozolde bol
miktarda bulunur. Karaciger, bsbrek, miyokard, ¢izgili kaslar ve eritrositlerde yiiksek
aktivite gosterir. Gérevi; hidrojen peroksidi oksijen ve suya pargalamaktir. Bu enzim
peroksidaz aktivitesine sahip oluguna ek olarak bir molekiil hidrojen peroksidi elektron
verici bir substrat olarak, digerini de oksidan veya elektron alicisi olarak kullanabilir
(Akkug 1995).

KATALAZ
2H0p ey 2H0 + 02
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CAT, indirgeyici aktivitesini hidrojen peroksit ve metil, etil hidroperoksitleri gibi kiigiik
molekiillerde gosterir. Biiyiik molekiillii lipid peroksitlerine etki edemez (Jenkins and

Tengi 1981).

2.6.2 Glutatyon S-tramsferaz (GST, EC 2.5.1.18)

Glutatyon S-transferaz (GST); karsinojenleri, g¢evresel etmenleri, ilag ve genis
spektrumlu ksenobiotikleri metabolize eder. Mikrozomal GST belirlendiyse de GST

aktivitesi esasen sitozoliktir (Knapen et al. 1999).

GST iki alt tiniteden olugmus dimerik bir proteindir. Bu alt iinitelerden her biri GSH
baglanma bolgesi (G bolgesi) ve buna komsu elektrofilik substrata baglanan hidrofobik
sayilabilecek bolge ihtiva eder. Bunun yamnda cesitli izoenzimlerde transport veya
diizenleyici fonksiyonu oldugu digiiniilen substrat baglanmayan bolgesi de
bulunmaktadir. GST; hidroksialkenler, lipit peroksidasyonunun irinlerinden
propenaller ve DNA  hidroperoksitleri gibi endojen zararli  bilesiklerin
detoksifikasyonunu saglar. Bu ozelliginden dolay: oksidatif strese kargi savunmaya
katilir. Bununla birlikte epoksidler ve kinonlar gibt maddelerin biotransformasyonunda
elektrofilik ksenobiotikler veya reaktif ara iriinler de meydana gelebilir (Cnubben et al.
2001).

GST enziminin; selenyum bagh olmayan, GPx aktivitesi gosteren teta ve alfa formlan,
lipit hidroperoksitleri ve hidroksialkenler, malondialdehitler ve propenalleri inaktive
eden pi formu bulunur. GST’nin pi formu ayrica -SH grubuyla ROS ile direkt

reaksiyona girerek distiifiid yapimunin inaktif olmasim da saglar.

2.6.3 Glutatyon Reditktaz (GSSGR, EC 1.6.4.2)

Okside glutatyon (GSSG) NADPH bagl flavo enzim olan GR tarafindan redikte
formuna (GSH) indirgenir (Young and Woodside 2001).
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GSSG+NADPH ———*

GSH-Rd

GPX ile benzer doku dagilimi gosterir. GR flavin adenin diniikleotid (FAD) igerir,
NADPH’tan bir elektronun GSSG’nin disiilfiid baglarina aktarilmasim: katalizler. Bu
nedenle NADPH serbest radikal hasarina kargt gereklidir ve belirgin kaynagi pentoz

fosfat yoludur (Ozkan ve Figkin 2004).

2 GSHQ » MADP*

s | G
Pentoz
GSSG -NADPH«—-— Foskat
Yolu
2H,0

Sekil 2.1 GSH redoks dongiisii

2.6.4 Glutatyon (GSH, y-L-glutamil-L-sisteinil-glisin)

Tripeptid yapidaki GSH (L-y- glutamil-L-sisteinil-glisin) oksidatif ve elektrofilik stres
ve radyasyona karsi hiicrelerin korunmasinda dnemli rol oynar. GSH sitozolik GSH

redoks dongiisiinde substrat olarak rol alirken, ROS’a kars1 direkt olarak da savunma

SH

{
E:

H"'I\\ .t“’\,f"w

“NHS T
COOH V

Sekil 2.2 Rediikte Glutatyon (GSH)
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Hiicrede milimolar derisimde bulunan GSH, primer olarak rediikte formda (GSH)

bulunur ancak okside formda distilfiid dimen (GSSG) olarakta bulunabilir (Sies 1999).
GSH’in hiicresel seviyesi y-glutamil transpeptidaz, aminoasit transporterlari, glutatyon

sentetaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktazi igeren ¢oklu bir enzim sistemi

tarafindan korunur (Cnubben et al. 2001).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1 Cahgmada Kullamlan Kimyasallar

Malt ekstrakt (Fluka70167) , Pepton (Merck1.07214) ve Agar (Fluka05039) otoklavda

121°C’de 15 dakika steril edildikten sonra stoklann hazirlanmasinda kullanilmistir.

3.2 Cahymada Kullamlan Agir Metal

Calismamizda adir metal olarak kursun nitrat (Pb(NOs),) (Fluka 15335) kullamlmustur.

3.3 Cahsmada Kullanilan Organizmalar

Cahismamzda Basidiomycetes simfina dahil olan Phanerochaete chrysosporium,
Pleurotus sajor-caju, Pleurotus ostreatus ve Pleurotus florida beyaz ¢lirikgiil

funguslart kullamlmistir.

3.4 Funguslarm Ekimi ve Uretimi

Fungus kiilttirlerinin devami malt agara (MA) [Malt ekstrakt (Fluka70167) 30 gr,
Pepton (Merck1.07214) 5 gr, Agar (Fluka05039) 15 gr, Distile su 1000 ml.] her 15
giinde bir ekim yapilarak saglandi.

P. chrysosporium misellerinin  eldesinde, MA’dan aliman taze stok Kkiltiirler
kullansdlmustir. MA’da {iretilmis fungal miseller 6 mm ¢apinda kesitler alinarak Stok
Temel Besiyerine (STB) [KH;PO, 0.2 g, CaCl2ZH,0 0.1 g, MgS04..7HO 0.05 g,
(NH)H,PO, 0.5 g, FeS0,.7H;0 0.035 g, Yeast 2 g, Glukoz 1 g, Distile su 1000 ml}
transfer edilmistir. Ekim yapilan kilttirler 30 °C’de 150 rpm’de 3 giin inkiibe edildikten

sonra pelet eldesi saglanmistir.
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3.5 Funguslarin Kurguna Maruz Birakilmas:

Taze Pleurotus sp. suslanindan 6 mm capinda kesitler alinarak ekimler, plaklarin tam
ortasina gelecek sekilde yapildi. 27 °C + 2°de, 7-14 giin Pb(NOs), igermeyen ve farkls
konsantrasyonlarda (0.001-0.1 mM) Pb(NO;), igeren MA’da inkiibasyonun ardindan

plaklardaki fungal gelisim, koloninin g¢ap1 mm olarak dlgiilerek belirlendi.

P. chrysosporiunm’lar STB’de iiretildikten sonra elde edilen peletler besiyerlerinden
stiziililp icerisinde 20 ppm ve 200 ppm konsanirasyonlarda Pb(NO3), bulunan distile
sulara eklenmistir. Eklenen fungus peletleri 30, 60, 360 ve 1440 dakika zaman
arahiklaryla kursuna maruz kalmalan amaciyla tekrar etiivde inkitbasyona brrakilmis ve

her bir uygulama siiresinin sonunda diger iglemlere gegilmistir.

3.6 P. chrysosporium’larm Uygulama Siiresi Sonrasi Alinmasi, Homojenizasyonu,

Senifikasyonu ve Santrifiigasyonu

Onceki boliimde belirtildigi sekilde tretilen fungus kiiltiirleri 30, 60, 360 vel1440 dakika
kurguna maruz kalma siirelerinin sonunda filtre kafidindan stiziillmiis ve kursunlu distile
sudan aynilmugtir. Stiziilen peletler filire kagidindan alimp, tartilmis ve 4 kati fosfat
tampon soliisyonu (PBS) ile (pH 7.4) sulandinlip homojenize edilmigtir. Elde edilen
homojenat, sonifikatérle % 80 giicte 30 saniye araliklarla 3 kez sonifiye edilmistir.
Sonifiye edilen bu drnekler 25000 g’de + 4 °C’de 15 dakika santrifiij (Niive NF 800 R)

edilmis ve siipernatantlar alinarak ¢alismaya gegilene kadar - 80 °C’de saklanmugtir.

3.7 P. chrysosporium’da Kursun Analizleri

Belirtilen ~ konsantrasyon ~ve stirelerde  Pb(NO,),  etkisinde buakilan  P.

chrysosporium’larin yas afirliklan alinmig ve 90 °C’ye ayarlanmig etiivde 24 sa
stiresince kurutulmustur. Etlivden ¢ikarilan ornekler desikatére konulmus ve oda

sicakh@ina gelince kuru agirhklan dl¢ilmiistiir. Kurutulmug érmekler temiz bir havan
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icerisinde ogiitiildilkten sonra 50 mg’lik paketler halinde kursun analizi igin

saklanmustir.

Kursun analizleri, Afyonkarahisar Il Kontrol Laboratuvar’inda yaptrilmistir. Ornekler,
% 65°lik HNO; soliisyonunda Berghof mikrodalga yakma sistemi (Berghof Products +
Instruments, Germany) kullanilarak yakalmstir. 50 mg kuru fungus Omegi yakma
kabma konulduktan sonra tizerine 7,5 ml nitrik asit ilave edilmistir. Kangim dikkatlice
temiz cam bir cubuk ile karnistinlip, kabin agzi kapatildiktan sonra mikrodalga finna

yerlestirilmistir ve sicaklik program: ayarlanip, islem baglatilmistir.

Yakma iglemi sonucunda dipte kalan tortu, bagka bir kaba alimp, bidistile su ile
sulandirdmugtir. Sulandinlan Ormekler, kursun standartlarn ile karsilagtimalr olarak
Perkin Emler 2100 DV marka ICP-OES cihazmda okutulmustur. Her bir uygulama i¢in

en az 3 ormek caligilmigtir,

3.8 Enzim Aktivitelerinin Tayini

3.8.1 CAT Aktivitesinin Tayini

Luck 1963 yintemine gére CAT enziminin aktivite tayini yapumustir. CAT aktivite
tayini i¢in pH 7’de 1/15 M’lik Sodyum-Potasyum (Nap,HPQOu- KH,PO,) tamponu
hazirlanmis ve daha sonra tamponun 100 mililitresine 160 pl H,O, ilave edilmistir.
Enzim aktivite tayininde kullamlacak koér igin yalmzca hazirlanan tampon-H,O;
karisimi kullanilmistir. Enzim aktivitesinin 6lgtimii igin ise daha 6nce belirtildigi sekilde
hazirlanan tampon + H;0, ¢dzeltisine uygun miktarda siipernatant eklenmis ve 240
nm’de 1 dakika boyunca absorbans degisimi (TU-1880 Double Beam UV-VIS)
kaydedilmistir. Absorbansin belirlenmesiyle mililitredeki enzim linite sayis1 Luck 1963
yontemiyle hesaplanmustir. Elde edilen degerler stipematanin mililitresindeki miligram

proteine biliinerek spesifik aktivite bulunmugtur (Luck 1963).
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3.8.2 GR Aktivitesinin Tayini

GR
GSSG+NAD(P)H — 2GSH + NAD(P)*

GR enzim aktivitesinin belirlenmesi iki temel esasa dayanmaktadir. Birincisi;
yukaridaki reaksiyona giren NAD(P)H 340 nm’de maksimum absorbans vermektedir.
Reaksiyon ortamina katilan GR enzimi NAD(P)H 11 azalmasina sebep olmaktadir. Bu

azalma spektrofotometrik olarak 340 nm’de takip edildi (Carlberg and Mannervik
1985).

Cizelge 3.1 GR enziminin aktivite 8l¢iim kiivet icerigi

Stok aktivite Kontro! kiiveti Numune kuveti
gozeltileri Hacim (pl) | Konsantrasyon Hacim (pl}) Konsantrasyon
50 mM Tris-HCL, - 800 40 mM Tris, 800 40 mM Tris,
ImM EDTA 0,8 mM EDTA 0,8 mM EDTA
20 mM GSSG 50 1,0 mM 50 1,0 mM
20 mM NADPH 50 0,1 mM 50 0,1 mM
Su 100 - 70 -

3 dakika inkiibasyon
Enzim Numunesi - - 30 -

Aktivite 6lgiim kiivetleri c¢izelge 3.1°de gdsterildigi sekilde dnce enzim numunesi
katilmaksizin pipetlendi. Ug dakika inkiibasyon yapildiktan sonra numune kiivete
pipetlenerek spekirofotometreye yerlestirildi ve okuma baglatildi. Baslangigta ve
dakikada bir olmak tizere {i¢ dakika boyunca absorbans degerleri kaydedildi (Calberg
and Mannervik 1985).

Enzim tinitesi hesaplanirken asagidaki formtl kultanildi:
AOD VT

EU/ml = X x SF
6,22 VE
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Bu formiilde yer alan simgeler;

EU/ml: 1 ml’deki enzim Uinitesi,

AOD: Bir dakikadaki absorbans degisimi,

6,22: 1 mM NADPH’1n olusturdugu absorbans degeri (ekstinksiyon katsayist),
VT: Olgiimiin yapildif toplam kiivet hacmi,

VE: Ol¢iimiin yapildig1 kiivete ilave edilen enzim numunesinin hacmi,

SF: Seyreltme faktorii (seyreltilen 6rnek i¢in kullanilir).

3.8.3 GSH Miktar Tayini

Akerboom ve Sies (1981) ydntemine gére GSH miktar: tayin edilmistir. GSH miktar
tayini i¢in 6,3 mM EDTA igeren 125 mM’hik sodyum difosfat tamponu (NaHPOy-
NaH,PQ,) hazirlanmigtir. Tampon GSH tayininden hemen 6nce mililitresinde 0,248 mg
NADPH olarak taze olacak sekilde hazirlanmgtir (pH 7,5). Bunun yaninda 11,89 mg
DTNB 5 ﬁl tampon igerif;inde hazﬁrlanmlgtir (Akerboom and Sies 1981).

Deney tiiplerine taze olarak hazirlannmis NADPH’1I1 tampondan 700 pl ve DTNB’den de
100 pl aktarlmigtir. Kor tiip i¢in 200 pl, &rnek tipleri igin 175 pl distile su deney
tiiplerine ilave edilmis ve vortex ile kangmas: saglandiktan sonra 30 °C’de 10 dakika

boyunca sicak su banyosunda tutulmusgtur.

Kor tiipe 5 pul GR eklendikten sonra absorbanst 412 nm’de sifirlanmustir. Orneklerin
okunusu su gsekilde saglanmigtir. Deney tiiplerinde hazirlanan karnsim 1 ml’lik
spektrofotometre kiivetine aktarildiktan sonra kiivetin bir kenarna 5 pl GR, kiivetin
diger tarafina da 10 ul siipernatant eklenmistir. Kanstinidiktan sonra 412 nm’de
absorbanslart okunmus ve GSH tayini yapmak igin ¢izilen standart grafikten
siipernatanlardaki toplam glutatyon miktart GSSG=2GSH esitligi dikkate alinarak GSH
cinsinden hesaplanmistir. Bulunan degerler siipernatanin mi}iiitresindeki miligram

proteine bolinerek GSH miktar: tespit edilmisgtir.
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3.8.4 GST Aktivite Tayini

GST bir glutatyon molekiilil ile bir aromatik elektrofilin konjugasyonunu katalizler. En
cok kullamlan aromatik elektrofil 1-kloro-2,4-dinitrobenzen’dir. Bu substratin
kullamlmasiyla olusan dinitrobenzen S-glutatyon (DNB-SG) firlinii 340 nm’de
maksimum absorbans gosterir. Boylece bu dalga boyundaki absorbans artigindan
yararlamlarak aktivite Olgiimii yapilabilir. Bizde bu 6lglim metoduna gore

calismalanmizda aktivite Sl¢limiinil gergeklestirdik.

i 1 S
P S 1 C i GST i N N s A
T B + GSH [ 3 + HOI
\-N-]M -
MO MO

Sekil 3.1 GST aktivitesi ve S-Glutatyon olugumu.

Asapidaki gizelgede verildigi gibi 6nceden hazirlanan ¢dzeltiler Slgiim yapilan kiivetlere

belirtilen miktarlarda konulmustur.

Cizelge 3.2 GST enziminin aktivite 8l¢iim kiivet igerigi

Kontro! kiiveti Numune kiiveti
Stok aktivite
gozeltileri Hacim (pl) Konsantrasyon | Hacim (ul) Konsantrasyon
Na;HPO4/NaH,PO; 200 0,1 M 200 0,IM
0,5 M pH:7,0
25 mM CDNB 20 0,5 mM 20 0,5 mM
(%95 etanol
icerisinde)
H.0 730 - 680 -

3 dk. inkiibasyon

20 mM GSH 50 1 mM 50 1 mM
Enzim Numunesi - - 50 -
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GSH’1in yoklugunda, CDNB hizh bir sekilde GST yi inaktive eder. Bu sebepten dolay
CDNB ile reaksiyomu baslatmamak gerekir. Aktivite dl¢limii i¢in kullanilan kiivetler
¢izelge 3.2°de belirtildigi sekilde, 6nce GSH ve enzim numunesi katilmadan pipetlendi.
Ug dakika inkiibasyon yapildiktan sonra GSH katilarak iyice karigtirildi ve sonra enzim
numunesi izl bir sekilde pipetlendi ve kiivet spektrofotometreye yerlestirildi ve okuma
baslatildi. Kronometre kullamlarak baglangigta ve dakikada bir olmak iizere {i¢ dakika

siiresince absorbans degerleri 6l¢iildil ve kaydedildi (Habig et al. 1974).

Enzim tnitesi hesaplamrken agagidaki formiil kullamlds.

NS g o

5.5 Vi

¥
U
?:'gl

Bu formiilde kullanilan simgeler;

EU/ml: 1 ml’deki enzim #initesi,

AOD: Bir dakikadaki absorbans degisimi,

9,6: Ekstinksiyon katsayis1 (1 mM DNB-SG’nin olusturdugu absorbans degeri,
V12 Olglimiin yapildiga kiivetin toplam hacmi,

Ve: Olctim yapilan kiivete ilave edilen enzim numunesinin hacmi,

Sr: Seyreltilen &rnekler igin kullanilan seyreltme faktorii.

3.9. Total Protein Miktar Tayini

Total protein miktarinin belirlenmesinde Bradford yontemi (1976) kullamldi. Bu
yontemde Bovin Serum Albumin (BSA) standart protein olarak kullamlmistir. Ornekler
ad: gegen yOnieme gére hazirlanmis; Omeklerin absorbans degerleri belirlenmistir.
Belirlenen degerler hazirlanan protein standart grafiginde ¢akigtirip total protein tayini
yapilmistir (Bradford 1976).

27




4. BULGULAR

4.1 Pleurotus tiirlerinin gelisimleri iizerine kursunun etkisi

Pleurotus tirlerinde kursunun gelisimleri {izerine etkisi arastirilmig ve ¢izelge 4.1°de ki
sonuglar elde edilmistir. Buna gore; kursuna kargt en fazla direng gosteren tlirlin P.
ostreatus; en hassas tiiriin ise P. florida oldugu goriilmiistir. P. sajor-caju’da 0.1 mM
kursun uygulamasi miselyal gelisimi tamamen inhibe etmigtir. Pleurofus tlrlerinin

miselyal gelisim gekilleri agagida gosterilmistir.

Sekil 4.1 Pleurotus sajor-caju’da misel gelisimi.
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Sekil 4.2 Pleurotus florida’ da misel geligimi.

Sekil 4.3 Pleurotus ostreatus’ta misel geligimi.

Cizelge 4.1 Pleurotus tiirlerinin gelisimleri tizerine kursunun etkisi

Pb Konsantrasyonlarn (mM)
Pleurotus X (Zon Capr) mm(SD)

tiirleri Kontrol 0,001 0,005 0,01 0,05 0,1

Pleurotus 6,23+ 0,25  4,6%0,0 5,103 4,43+ 0,25 4,54 0,1 -
sajor-caju

Pleurotus  6,16£0,15 393+0,11 4,66£0,57  4,00£03 3,7£ 0,88 3.4+ 0,4
Hforida

Pleuyrotus 6,53 0,05 6,56 0,11 6,43+ 0,20 6,00+ 0,01 5,963 0,05 4,83%£0,05
ostreatus

4.2 P. chyrsosporium’larm Kursun Icerikleri

P. chyrsosporium’da kursun igerikleri aragtiilmis ve ¢izelge 4.2°de ki sonuglar elde
edilmigtir. Uygulama siiresine bagh olarak hem kontrol grubunda hem de farkl
konsantrasyona sahip uygulama gruplarinda (20 ppm ve 200 ppm) Pb miktanmn artt:g1
goriilmiistiir. 200 ppm Pb uygulama grubunda 30. dakikada 6lgiilen Pb miktar, 20 ppm
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Pb uygulama grubunun 1440. dakikasinda belirlenen Pb miktanmn yaklasik iki kat
kadardar.

Cizelge 4.2 P. chyrsosporium’larm kursun igerikleri

Siire (dk)
Uygulama Pb miktan (mg/kg K.A. & S.D)
Gruplan
30 60 360 1440
Kontrol Grubu 79,39+1,13 233,3345,65 259,50+8,25 704,84+ 12,98
20 ppm 773,52+12,15 1180,56+15,95 1421,34416,15 1731,88+21,56
kursun
260 ppm 3595,94+15,25  22574,89+34.85 24.406,69+48,45 70939,85+68,72
kursun

4.3 Kursunun P. chyrsosporium’da Antioksidan Enzim Aktiviteleri ve Glutatyon
Miktar Uzerine Etkileri

4.3.1 CAT Aktivitesi

P. chrysosporium’un CAT aktivitesi kurguna maruz birakilan ve birakilmayan gruplarda

saptanmis ve sonuglar gizelge 4.3°de gosterilmistir.

Cizelge 4.3 Kursunun P. chrysosporium’da CAT aktivitesine etkisi

Siire (dk)
Uygulama Spesifik Aktivite (nmol/dk/mg protein) (Ortalama Deger + SD)
Gruplan 30 60 360 1440
Kontrol 1.16+0,069 2,64+0,11 2,45£0,12 3,340,097
Grubu
20 ppm 2,81+0,08 3,69+0,14 4,02+0,14 8,33::0,45
kursun
200 ppm 3,54+0,19 4,47+0,07 4,66+0,3 9,464:0,75
kursun
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Kontrol grubunda uygulama siiresine bagli olarak CAT enzim aktivitesinde artig
gozlenmigtir. 360. dakikada 60. dakikaya gére kismen enzim aktivitesinin déstiigi
gozlenmistir. Genel olarak bakiidiginda artan kursun konsantrasyonu ve zaman

periyoduna bagl olarak CAT aktivitesinin arttif1 saptanmagtir.

4.3.2 GR Aktivitesi

P. chrysosporium’un GR aktivitesi kursuna maruz birakilan ve birakilmayan gruplarda

saptanmig ve sonuglar ¢izelge 4.4°de gdsterilmigtir.

Cizelge 4.4 Kursunun P. chyrsosporium’da GR aktivitesine etkisi

Siire (dk)
Uygulama Spesifik Aktivite (pmol/dk/mg protein) (Ortalama Deger & SD)
Gruplan 30 60 360 1440
Kontrol 87,734+2,29 90,43+1,12 91,16+1,59 73,13+2,73
Grubu

20 ppm 45,73+1,84 46,13+2,16 42.46+2.9 85,134£2,22
kurgun

200 ppm 39,8+0,72 42.461,04 47,84+0,49 71,66+1,63
Kursun

Kontrol grubunda GR aktivitesinin 30, 60 ve 360. dakikalarda 1440. dakikaya gore
yiksek oldugu gézlenmistir. 20 ppm kursun uygulama grubunda GR aktivitesinin 30, 60
ve 360. dakikalarda kontrol grubuna goére diisik oldugu belirlenirken, 1440. dakikada
hem kontrol grubundan hem de 200 ppm kursun uygulama grubundan aktivitenin
yiiksek oldugu gozlenmistir. 200 ppm kursun uygulama grubunda uygulama {iresine

bagl: olarak GR aktivitesinin arttign tespit edilmistir.

4.3.3 GST Aktivitesi

P. chrysosporium’un GST aktivitesi kursuna maruz birakilan ve birakilmayan gruplarda

saptanmig ve sonuglar ¢izelge 4.5°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.5 Kursunun P. chyrsosporium’da GST aktivitesine etkisi

Siire (dk)
Uygulama Spesifik Aktivite (nmol/dk/mg protein) (Ortalama Deger + SD)
Gruplan 30 60 360 1440
Kontrol 0,065:+0,004 0,076+0,004 0,080+0,002 0,048+0,001
Grubu
20 ppm 0,01+0,001 0,11£0,014 0,12+0,02 0,14:+£0,02
kursun
200 ppm 0,077+0,002 0,086:+0,003 0,096:0,002 0,089+0,007
kursun

Kontrol grubunda 360. dakikaya kadar GST aktivitesi artarken, 1440. dakikada bir
baskilanma tespit edilmigtir. 20 ppm kursun uygulama grubunda GST aktivitesinin
uygulama siiresine baZli olarak arttigr gozlenmistir. 200 ppm kursun uygulama
grubunda 360. dakikaya kadar GST aktivitesi. artarken, 1440. dakikada aktivitede bir

baskilanma tespit edilmistir.

4.3.4 GSH Miktan

P. chrysosporium™un GSH miktar1, kursuna maruz birakilan ve birakilmayan gruplarda

saptanmi1s ve sonuglar ¢izelge 4.6’da gosterilmigtir.

Cizelge 4.6 Kursunun P. chyrsosporium’da GSH miktarma etkisi

Siire (dk)
Uygulama Total GSH (umol/mg protein) (Ortalama Deger + SD)
Gruplan 30 60 360 1440
Kontrol 0,014+0,005 0,011+0,001 0,023+0.001 | 0,016+0.001

Grubu

20 ppm 0,069+0,0003 0,01+0,0003 0,012+0,002 0,014+0,0003
kursun

200 ppm 0,020+0,001 0,0240,002 (,028+0,001 0,030+0,001
kursun
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Kontrol grubunda 360. dakikada GSH miktan diger siirelere gore artmustir. 20 ppm
kursun uygulama grubunda, GSH miktarinin diger uygulama gruplarina gére azaldif
goriilmiigtiir. 200 ppm kursun uygulama grubunda GSH miktar: diger uygulama
gruplarina gore artrmstir. Diigiik konsantrasyon (20 ppm kursun) GSH miktarinda

kontrole gore azalma gosterirken yiiksek konsantrasyon (200 ppm kursun) GSH

miktarinin artmasina neden olmustur.
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5. TARTISMA VE SONUC

Agr metaller biyolojik proseslere katilma derecelerine gore yasamsal ve yasamsal
olmayan olarak stmflandirilirlar. Yagamsal olarak tanimlananlarin organizma yapisinda
belirli bir konsantrasyonda bulunmalar gereklidir ve bu metaller biyolojik reaksiyonlara
katildiklarindan dolay: diizenli olarak besinler yoluyla alinmalidir. Mesela bakir,
hayvanlarda ve insanlarda birgok oksidasyon ve rediiksiyon prosesinin vazgegilmez
parcasidir. Buna karsin yasamsal olmayan agir metaller ¢ok diisiik konsantrasyonda
dahi saglk problemlerine yol agabilmektedirier. Bu gruba en iyi ornek kiikiirtii
enzimlere baglanan civadir. Bir agir metalin yasamsal olup olmadign dikkate alinan
organizmaya da baghdir. Ornegin nikel bitkiler agisindan toksik etki gdsterirken,

hayvanlarda iz elementi olarak bulunmas: gerekir. (Bigersson and Sterner 1988).

Bazi sistemlerde agir metallerin etki mekanizmasi konsantrasyona bagli olarak degigir.
Bu tiir organizmalarda metallerin konsanirasyonu dikkate almmalidir. Agir metaller
konsantrasyon sinirni astiklar zaman toksik olarak etki gosterirler. Agir metalin etkisi
canli tiiriine, metal iyonunun ¢6ziniirliik degerine, kimyasal yapisina, redoks ve
kompleks olusturma yetenegine, viicuda alimsg sekline, ¢evrede bulunma sikligina, lokal
pH degeri vb. 'yaplsma da baghdir. Agir metallerin, fungal gelisim tizerine toksik
etkileri bilinmektedir. Agir metaller arasinda Cd ve Hg funguslar ig¢in en toksik
olanlaridir. Hg’nin 0,05 mM’lik konsantrasyonu P. chrysosporium’un sivi kiiltlirlerde
misalyal gelisime 6nemli bir inhibisyon etkisi gdstermemektedir. Fakat L.edodes’i
tamamen inhibe etmektedir. P. sgjor-caju ise 0,03 mM Hg konsantrasyonunda % 85
inhibe olmaktadir. Kati1 besiyerinde ise P. ostreatus’da 0,1 mM Hg konsantrasyonunda

misalyel gelisim % 6~75 oramnda inhibe olmaktadir (Hatvani and Mecs 2003} .

Calismamiza benzer olarak Pointing (2001), Pb, Zn ve Cunun 0,2 mM
konsantrasyonlan P. chrysossporium’on miselyal geligimini kuvvetli bir gekilde inhibe
ettigini bildirmislerdir. P. sanguineus ve T. versicolor’un siva kiiltlirlerinin P. sajor-
caju’nun 0,09 mM Pb konsantrasyonlar: ile benzer sonug verdigi ve 0,07 mM Pb’nin P.
sajor- cajw'nun gelisimini % 85 oraminda inhibe etigi saptanmustir. Benzer olarak

caligmamizda 0.1 mM Pb uygulamasimn P. sajor-caju’da miselyal gelisimi tamamen
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inhibe ettigi saptanmigtir. Caligmamuzda, Pleurotus ostreatus’da 0,05 mM Pb ve istit
konsantrasyonlarda % 10°dan daha az gelisimde inhibisyon stz konusu iken Pb’a kars

en hassas susun Pleurotus florida oldugu saptanmstir,

Beyaz ¢iiriikiil funguslar yiiksek enzim sentezleme kapasitesine sahiptirler. Lakkaz,
Mn-Peroksidaz, ligninaz, glikoz oksidaz ve NADH peroksidaz gibi hiicre dis1 enzimler
gevre biyoteknolojisinde &nemli yer tutmaktadir. Toksik maddelerin bulundugu
ortamlarda, bu enzimler iizerine ¢ok fazla oranda arastirma yapilmasma ragmen
antioksidatif savunma sisteminde yer alan hiicre i¢i enzimler hakkinda ayrintili bilgi
yoktur. Bu nedenle son yillarda ciddi ¢evre problemlerine neden olan boyar maddeler,
ksenobiyotikler, serbest radikaller, bunlarnin organizmalara etkileri ve bunlara kars;
savunma mekanizmalan hakkinda yogun arastirmalar yapilmaktadir. Afir metallere
maruz kalmaya bagh olarak, organizmalarda detoksifikasyon enzimlerinin ve
proteinlerinin verdigi cevaplar degismektedir. Normal olarak hiicreler SOD, GR, GST,
GPX ve CAT gibi antioksidatif ve detoksifikasyon enzimlerini i¢eren hiicresel savunma
sistemleri tarafindan ksenobiyotik, agir metal ve oksidan/pro-oksidan toksisitesine kars
korunurlar (Demirci 2006).

Phanerochaete chrysosporium’un  Pb  stresine kargt yamifi protein analizleriyle
arastinlmigtir.  Organizmada metal toleransimin agar besiyerinde 1300 ppm, sivi
besiyerinde ise 1200 ppm oldugu bulunmustur. Pharerochaete chrysosporium’un Pb’ye
karst biyosorpsiyon kapasitesinin yilksek oldugu tespit edilmistir (Ozcan 2003).
Calismamizda benzer zellik gdstermis olup zamana bagli olarak Pb biyosorpsiyonunun

arttifn gozlenmistir.

Phanerochaete chrysosporium’un Pb’li ortamda liretilmesine baglh olarak oksidatif stres
indiiklenmis ve buna bagli olarak CAT, GR, GST enzimleri ile GSH seviyeleri
etkilenmistir. 20 ppm’lik ve 200 ppm’lik kursun uygulamalaninda CAT aktivitesi
zamana bagh olarak artmistir. Hidrojen peroksit 8zellikle proteinlerdeki hem grubunda
bulunan demir ile tepkimeye girerek yiiksek oksidasyon diizeyine sahip reaktif demir
formlarim olusturur. Bu formdaki demir ¢ok giigli oksitleyici 6zelliklere sahip olup,

hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonu gibi radikal tepkimeleri baslatabilir. H;O, bir
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serbest radikal olmadifi halde, reaktif oksijen tiirleri i¢ine girer. Ciinkii stiperoksit ile
reaksiyona girerek, en reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil

radikalini olusturmak tizere kolaylikla yikilabilir.

GR aktivitesi kontrol grubunda 30, 60 ve 360. dakikalarda 1440. dakikaya gbre
artmistir. 20 ppm kursun uygulama grubunda GR aktivitesinin 30, 60 ve 360.
dakikalarda kontrol grubuna goére diisiik oldugu belirlenirken, 1440. dakikada hem
kontrol grubundan hem de 200 ppm kursun uygulama grubundan aktivitenin ytksek
oldugu gozlenmistir. 200 ppm kursun uygulama grubunda vygulama firesine bagh
olarak GR aktivitesinin arttifa tespit edilmistir. GR flavin adenin dintikleotid (FAD)
igerir, NADPH’tan bir elektronun GSSG’nin disiilfid baglarina aktarilmasini katalizler.
Bu nedenle NADPH serbest radikal hasarma karg: gereklidir ve major kaynag: pentoz
fosfat yoludur (Ozkan ve Figkin 2004).

Kontrol grubunda 360. dakikaya kadar GST aktivitesi artarken, 1440. dakikada bir
baskilanma tespit edilmistir. 20 ppm kursun uygulama grubunda GST aktivitesinin
uygulama siiresine bagli olarak artuif gozlenmistir. 200 ppm kursun uygulama
grubunda 360. dakikaya kadar GST aktivitesi artarken, 1440. dakikada aktivitede bir
baskilanma tespit edilmistir. GST’nin hiicredeki radikalleri temizlemek igin
titketilmesine paralel olarak GSH miktan diigmektedir. GSH radikal siiptiriictidir, GSH

diizeyindeki degisim hiicredeki oksidatif stresin 6nemli bir gostergesidir.

GSH miktar kontrol grubu 360. dakikada diger siirelere gore artrmigtir. 20 ppm kurgun
uygulama grubunda, GSH miktanmn diger uygulama gruplarina gére azaldif
goriillmiistiir. 200 ppm kursun uygulama grubunda GSH miktant difer uygulama
gruplarina gore artougtir. Diigitk konsantrasyon (20 ppm kursun) GSH miktarinda
kontrole gore azalma gosterirken yiiksek konsantrasyon (200 ppm kursun) GSH
miktanimin artmasina neden olmugtur. GSH, oksiradikalleri temizleyen onemli bir
antioksidan savanma sistemi elemamdir. Bu yiizden GSH seviyesindeki degisiklik bir
organizmanin detoksifikasyon yeteneginin onemli gdstergesidir. Bir organizmanin
kirleticilere maruz kalma siiresinin artmasiyla oksiradikallerinin artigina paralel olarak

GSH seviyesi de indliklenmektedir.
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Yidinnm (2004) yaptin c¢alismada, beyaz ¢lirlikgl fungus Phanerochaete
chrysosporium "a farkli konsantrasyonlarda (5 uM, 500 uM) kadmiyum uygulamis ve
antioksidan enzim ve GSH seviyesi lizerine etkilerini arastirmistir. SOD, CAT, GST,
aktivitelerinde indiiksiyonlar ve GR aktivitesinde 6zellikle yiiksek konsantrasyonlarda
(500 pM) inhibisyon tespit etmistir. Yiksek kadmiyum uygulanan gruplarda GSH
seviyesinde artig oldugunu saptamstir (Yildinnm 2004).

Asma ve Yesilada (2002) tarafindan yapilan ¢ahgmada paraquatin Funalia frogii nin
GSH seviyesi ve hiicresel savunma enzimleri tizerine etkisi arastinlmistir. Paraquatin
beyaz ciiriik¢ill fungus Furalia trogii'nin detoksifikasyon enzimleri ve antioksidan
savunma aktiviteleri tizerine etkisi belirlenmistir. 1 mmol/L. Paraquat uygulamasi, GR,
GST ve SOD aktivitelerini arttirrnigtir. 0.1 mmol/L’lik paraquat uygulamas: ise GR ve
GST’nin aktivitesini etkilememistir. Paraquat’in biitiin konsantrasyonlar1 GSH miktarim

ve CAT aktivitesini baskilamigtir (Asma ve Yesilada 2002).

Sonug olarak yaptifinuz bu calisma ile Phanerochaete chrysosporiun’un ve tim
canlilarin gevredeki ksenobiyotiklere direkt veya dolaylt maruz kalmalar: sonucunda
verdikleri antioksidan cevabin tam olarak belirlenmesiyle bu g¢evre kirleticilerinin
ekosistemde olusturabilecekleri risk daha iyi anlagilacaktir. Yine biyoteknoloji alaninda
gesitli amagclar i¢in kullamilan beyaz ¢liriketil funguslarin stres faktorlerine karg

verdikleri antioksidan cevap belirlenmis olup literatiire katkilar saglanmistir.
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